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Formulierung ftir Proteinarzneimittel ohne Zusatz von humanem 

Serumalbumin (HSA) 

5 

Die vorliegende Erfindung betrifft eine Zusammensetzung aus niedermolekularen, nicht- 
peptidischen Substanzen, die Protein-Wirkstoffe, in Arzneimitteln formuliert, stabilisiert und bei 
der dabei auf die Verwendung von HSA verzfchtet wird. Die vorliegende Erfindung betrifft 
weiterhin eine pharmazeutische Zusammensetzung, die neben diesem Protein- Wirkstoff auch die 
1 0 Zusammensetzung aus niedermolekularen, nicht-peptidischen Substanzen enthait. 

Die Entwicklung der Gentechnik liefert eine Vielzahl von neuartigen Arzneimitteln, deren 
Wirkstoffe Proteine darstellen. Im Vergleich zu herkOmmlichen Arzneimitteln, deren Wirkstoffe 
aus niedermolekularen Substanzen bestehen, zeichnen sich die hochmolekularen Proteine durch 
1 5 eine hohe Wirksamkeit bei geringer Substanzmenge aus und werden deshalb in sehr geringen 
Konzentrationen bzw. Dosierungen eingesetzt. 

Bei solchen geringen Konzentrationen bzw. Dosierungen sehen sich die Hersteller von 
Arzneimitteln mit einem Problem konfrontiert. Proteine haben nSmlich die Eigenschaft, sich an 
20 feste OberflSchen zu heften. Aufgrund dieser Adsorption kann ein groBer Teil der Menge an 
eingesetztem Protein-Wirkstoff verloren gehen. Dabei ist dieser Effekt natttrlich urn so 
schwerwiegender, je geringer die Konzentration des zu applizierenden Protein-Wirkstoffes ist. 
Ohne eine geeignete Formulierung kann der Protein-Wirkstoff sogar vollstSndig verloren gehen. 

25 Ein weiteres Problem dieser Arzneimittel bzw. der Protein-Wirkstoffe besteht in der hohen 
Instability von Proteinen. Sie k6nnen z.B. leicht oxidiert (Cystein-, Methionin-Reste) bzw. 
desaminiert werden (Asparagin), oder sie werden in Fragmente gespalten bzw. aggregieren zu 
hoheren Komplexen. Eine effiziente Formulierung sollte derartige Verluste an Protein-Wirkstoff 
vermeiden und ein stabiles Produkt gewahrleisten. 

30 

Da die Bindung von Proteinen an Oberflachen unspezifisch ist, lasst sich der Verlust an 
Wirkstoff durch Zugabe eines anderen (unspezifischen) Proteins in hohem CFberschuB 
verhindern. Da das zusStzliche Protein mSglichst keinerlei pharmakologische Wirkung haben 
und auch die Produktion von Antikorpern nicht stimulieren sollte, wird fiir diese Zwecke zur Zeit 
35 humanes Serumalbumin (HSA) verwendet, das auBerdem preisgiinstig zu beziehen ist, da es in 
groBen Mengen als Plasmaersatz eingesetzt wird. So sind derzeit eine Reihe von Arzneimitteln 
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(verscKiedene Interferone, Wachstumsfaktoren, Gerinnungsfaktoren, Botulinum-Toxine und 
Vakzine) auf dem Markt, die als Stabilisator HSA enthalten. 

Bei HSA handelt es sich urn ein aus menschlichem Blut gewonnenes Produkt, das somit trotz 
5 vorgeschriebener Priifung (z.B. durch Viren) kontaminiert sein und fttr eine Cbertragung einer 
Erkrankung auf den Empf&nger des HS A-haltigen Arzneimittels sorgen kann (zumal von Zeit zu 
Zeit neue Pathogene auftauchen (kfinnen), die durch Tests nicht rechtzeitig erfaBt werden 
kfinnen). Die Zulassungsbehflrden drfingen deshalb darauf, HSA bei Neuzulassungen von 
Arzneimitteln zu ersetzen. Aus diesem Grunde sollte HSA in Formulierungen von Arzneimitteln 
1 0 nicht verwendet werden - sofem es durch andere Substanzen ersetzt werden kann. 

Humanes Serumalbumin (HSA) eignet sich aus verschiedenen Grttnden besonders flir die 
Formulierung eines Protein-Wirkstoffes. Es ist ein Protein und kann somit alle unspezifischen 
Reaktionen am Protein- Wirkstoff hemmen bzw. neutraUsieren. Das gilt insbesondere fiir 

15 Reaktionen an GrenzflSchen (Fltissig-Fest, Fliissig-Gas), die zu einer Denaturierung des 
Wirkstoffes ftthren kOnnen (Henson et al (1970), Colloid Interface Sci 32, 162-165). Die 
Anwesenheit von HSA schtttzt somit vor Denaturierung. Proteine haben aufierdem eine Affinitat 
zu Oberfiachen, an die sie mittels hydrophober Wechselwirkungen unspezifisch binden (Norde 
W. (1995) Cells Mater 5, 97-112 ). Mit einem OberschuB an HSA lassen sich diese 

20 Bindungspiatze an Oberfiachen absattigen, so dass der Protein-Wirkstoff in Lfisung bleibt, was 
insbesondere zwingend erforderlich ist, wenn die Dosis des Protein-Wirkstoffes gering ist. 

Des weiteren schutzt die Anwesenheit von HSA vor Denaturierungsprozessen wahrend der 
Abfiillung und gegebenenfalls Lyophilisierung sowie bei der Lagerung des Arzneimittels (z.B. 
25 vor oxidativen Abbauprozessen oder vor einer Desaminierung von Asparagin). 

Ein so den Wirkstoff schtttzendes Protein sollte natttrlich selbst keine pharmakologische 
Wirkung aufweisen, eine Bedingung, die von HSA erfUUt wird. Da es ein menschliches Protein 
ist, sollte HSA auch nicht als Antigen wirken, d.h. es sollte die Antikorper-Produktion nicht 
30 stimulieren. Da HSA aber aus Blut isoliert und mittels physikalisch-chemischer Verfahren 
gereinigt wird, kann man nicht grundsStzlich ausschlieBen, dass durch den ReinigungsprozeB 
Neoepitope, also neue antigene Strukturen, entstehen, gegen die der Empfanger des Gemisches 
aus HSA und Protein-Wirkstoff Antikorper bildet. In diesem Fall k6nnte es zu unerwiinschten 
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Nebenreaktionen kommen, Wcgen mflglicher Nebcnreaktionen ist die Verwendung eines 
anderen Proteins bzw. eines Gemisches von Oligopeptiden nicht wttnschenswert. 



Grundsatzlich kommt auch Gelatine als Stabilisator in Frage, Dabei handelt es sich aber urn ein 
tierisches Protein, das immunologische Reaktionen hervorrufen und auch Trflger pathogener 
Agentien sein ktfnnte. 

Die Verwendung von HSA bzw, einem anderen geeigneten Stabilisator filr den Protein- 
Wirkstoff ist also besonders wichtig bei Arzneimitteln, deren Protein- Wirkstoffe in fiufierst 
geringen Dosen enthalten sind bzw. verabreicht werden. Denn Proteine sind vor allem in 
geringen Konzentrationen ftuBerst labil und binden auBerdem sofort an verfttgbare unspezifische 
Bindungspiatze. Als Folge davon sind sie fUr die therapeutische Verwendung verloren. Als 
Beispiele fttr einen Protein- Wirkstoff, der in ftuBerst geringen Dosen eingesetzt wird, seien die 
Neurotoxine von Clostridium botulimim genamrt. Diese hochwirksamen Proteine wirken in 
geringsten Mengen (sie sind bzw. das Neurotoxin von Clostridium botulinum Typ A ist von alien 
bisher entwickelten Arzneimitteln dasjenige, das mit der geringsten Dosierung (500 
pg/Glasflaschchen) verabreicht wird). Dieses fiuBerst geringe Quantum an Protein geht verloren, 
sofern kein schiitzendes Agens verwendet wird, 

Aus der Schilderung des Standes der Technik, der im wesentlichen als ein solches schiitzendes 
Agens nur HSA beschreibt, geht hervor, daB ein Bedarf besteht, Alternativen zu HSA als 
Stabilisator fiir Protein- Wirkstoffe in Arzneimitteln bereitzustellen. Dementsprechend haben sich 
die Erfinder die Aufgabe gestellt, eine Zusammensetzung zu entwickeln, die Protein- Wirkstoffe 
in Arzneimitteln wenigstens so gut schtitzt/stabilisiert, wie dies HSA tut. 

Die gestellte Aufgabe hat der Erfinder dadurch gel6st, dass er eine Zusammensetzung aus 
niedermolekularen, nicht-peptidischen Substanzen entwickelte, die Protein- Wirkstoffe, 
formuliert in Arzneimitteln, stabihsiert und bei der dabei auf die Verwendung von HSA 
verzichtet wird. Diese Zusammensetzung wird nachfolgend auch als "Zusammensetzung zur 
Stabilisierung" bezeichnet. 

Die vorliegende Erfindung betrifft gemSUJ einem ersten Aspekt eine Zusammensetzung, frei von 
Fremdprotein, die mit Protein-Wirkstoffen zu Arzneimitteln formuliert werden kann. Diese 
Zusammensetzung zur Stabilisierung basiert vorzugsweise auf niedermolekularen Substanzen, 
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die gemfiB der Europaischen Pharmakopoe (Ph.Eur.) hcrgcstellt werden und als pharmazeutische 
Hilfsstoffe zugelassen sind. Sie erlaubt es insbesondere, auf HSA zu verzichten und 
gewahrleistet nicht nur eine stabile Lagerung der Protein- Wirkstoffe bzw. des Arzneimittels 
ohne Wirkstoffverlust, sondem beseitigt auch das Risiko, dass das entsprechend verabreichte 
5 Arzneimittel mit infektiOsen Agentien kontaminiert ist. Oberraschend ist, dass solche 
niedermolekularen und "einfachen" Substanzen, wie sie erfindungsgemaB filr die 
Zusammensetzung zur Stabilisierung verwendet werden, die gewllnschte Leistungsfthigkeit 
aufweisen und HSA ersetzen k6nnen. 



10 Die erfindungsgemafie Zusammensetzung zur Stabilisierung ersetzt das HSA durch eine 

* 

Kombination verschiedener niedermolekularer nebenwirkungsfreier Substanzen, die vor dem 
Verlust von Protein- Wirkstoff durch Adsorption an OberflSchen sowie durch Denaturierung und 
chemische Abbauprozesse der gelfisten oder lyophilisierten Protein-Wirkstoffe schtttzen. 
Darttber hinaus verhindert die Zusammensetzung zur Stabilisierung den Abbau des Wirkstoffes 
1 5 bei der Lagerung aber einen Zeitraum > 6 Monaten auch bei erhShter Temperatur. 

Die erfindungsgemafie Zusammensetzung zur Stabilisierung weist die in Anspruch 1 
angegebenen Komponenten auf, das sind: 

a) eine oberflSchenaktive Substanz, vorzugsweise ein nicht-ionisches Detergens (Tensid), 
20 und 

b) ein Gemisch von mindestens zwei AminosSuren, wobei die mindestens zwei 
Aminos&uren entweder Glu und Gin oder Asp und Asn sind. 

Die erfindungsgemSBe Zusammensetzung zur Stabilisierung enthait gemSB einer weiteren 
25 bevorzugten Ausfuhrungsform eine oder mehrere der folgenden weiteren Komponenten: 

c) ein Disaccharid, vorzugsweise Sucrose (Saccharose, Rohrzucker), Trehalose oder 
Lactose; 

d) Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA), vorzugsweise in Form eines ihrer Salze wie des 
Na4-EDTA. 

30 

Bevorzugte erfindungsgemafie Zusammensetzungen zur Stabilisierung enthalten entweder die 
Komponenten a), b) und c), oder die Komponenten a), b) und d), oder die Komponenten a), b) c) 
und d). Alle diese bevorzugten Zusammensetzungen sind entweder in wassrigen Medien loslich 
oder sie sind wassrige LSsungen. 
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Es ist vorteilhaft, dass alle in der Zusammensetzung zur Stabilisierung verwendeten Substanzen 
als Hilfsstoffe fUr phannazcutische Zubereitungen zugelassen und somit auch toxikologisch 
eingehend untersucht worden sind, das heifit, dass sie ohne weitere Prttfiingen in die 
5 erfindungsgemaBe Zusammensetzung zur Stabilisierung eingemischt werden kflnnen. 
Oberraschend war, dass eine genau definierte Zusammenstellung dieser einfachen Substanzen 
die gewtinschte Leistungsffchigkeit aufweist, nftmlich eine stabile Serumalbumin-freie 
Formulierung fiir Protein-Wirkstoflfe zu liefem. 

10 GemSB einem zweiten Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung eine phannazeutische 
Zusammensetzung, enthaltend einen Protein- Wirkstoff und die oben genannte Zusammensetzung 
zur Stabilisierung, umfassend die Komponenten a) und b), oder eine der oben genannten 
bevorzugten Zusammensetzungen zur Stabilisierung. 

1 5 Der Wirkstoff bzw. Protein- Wirkstoff wird vorzugsweise in einer wSssrigen Lfisung zubereitet 
(gel6st), die die Komponenten a) und b) und ggf. auch c) und/oder d) enthait. Sie kann 
anschlieflend lyophilisiert werden. Wenn sie tatsSchlich lyophilisiert werden soil, ist die 
vorherige Zugabe von Komponente c) besonders vorteilhaft. Nach dem Lyophilisieren liegt die 
phannazeutische Zusammensetzung als Pulver vor, das (vorzugsweise mit Wasser fiir 

20 Injektionszwecke (WFI)) rekonstituiert werden kann. 

Dementsprechend liegt die phannazeutische Zusammensetzung vorzugsweise als gefrier- oder 
Vakuum-getrocknetes Pulver vor, das in wSssrigen Medien laslich ist. Vor dem therapeutischen 
Einsatz wird das Lyophilisat bzw. Pulver vorzugsweise mit Wasser fiir Injektionszwecke (WFI) 
25 rekonstituiert. Die phannazeutische Zusammensetzimg kann aber auch in fltissiger Form, 
vorzugsweise als w&ssrige L6sung, vorliegen. 

Bevorzugte erfindungsgemSLfie phannazeutische Zusammensetzungen der vorliegenden 
Erfindung enthalten neben den oben genannten Komponenten a) und b) als Protein einen 
30 Gerinnungsfaktor wie den Faktor VTQ (das antihamophile Globulin), ein Cytokin wie ein 
Interferon, insbesondere wie Interferon alpha, beta oder gamma, ein Enzym wie eine Urokinase 
oder Streptokinase, einen Plasminogenaktivator oder ein hochreines Neurotoxin (zur Definition 
von "hochreines Neurotoxin" siehe weiter unten) bzw. einen Neurotoxin-Komplex aus 
Clostridium botuttnum, insbesondere aus Clostridium botulinum der Typen A, B, C, D, E, F oder 
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G ist. Da die clostridiellen Toxine, insbesondere in ihrer hochreinen Form, in geringsten Mengen 
als Arzneimittel formuliert werden, sind sie die bevorzugten Protein. Besonders bevorzugt sind 
die hochreinen Neurotoxine der Typen A und B. 

5 Weitere bevorzugte phannazeutische Zusammensetzungen der vorliegenden Erfindung enthalten 
neben den oben genannten Komponenten a) und b) und dem Wirkstoff zusStzlich die oben 
definierte Komponente c), die oben definierte Komponente d), oder diese beiden Komponenten 
gemeinsam. 

1 0 Bei beiden erfindungsgemaBen Zusammensetzungen sind die mindestens zwei Aminosauren (i) 
Asparaginsaure und Asparagin, oder (ii) Glutaminsaure und Glutamin. Bevorzugt enthalten die 
Zusammensetzungen jedoch wenigstens drei (Asparaginsaure, Asparagin, Glutaminsaure; 
Asparaginsaure, Asparagin, Glutamin; Asparaginsaure, Glutaminsaure, Glutamin; Asparagin, 
Glutaminsaure, Glutamin) dieser vier Aminosauren, oder sogar alle vier (Asparaginsaure, 

15 Asparagin, Glutaminsaure und Glutamin). Vorzugsweise werden die einzelnen Aminosauren in 
einer Konzentration von 20 bis 200 mM, besser 20 bis 100 mM, insbesondere 50 mM, 
verwendet. Das entspricht bei einer Abfttllung von 0.5 ml Ausgangs-L6sung nach Trocknung 
einer Menge von 1.3 mgbis 14.7 bzw. 13 bis 7.4 mg, insbesondere etwa 3.7 mg pro Aminosaure 
im Pulver. 

20 

Bei einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform beider Zusammensetzungen der vorliegenden 
Erfindung ist die oberflachenaktive Substanz (das Tensid) ein nicht-ionisches Detergens, 
vorzugsweise ein Polysorbat (wie Polysorbat 20 oder Polysorbat 80) oder ein Poloxamer (wie 
Poloxamer 184 oder Poloxamer 188). Wenn die pharmazeutische Zusammensetzung in flussiger 
25 Form vorliegt, betragt der Anteil des Polysorbats vorzugsweise 0.01 bis 0.5 Gew.-%, bevorzugt 
ist ein Anteil von 0.2 Gew.-%. Das entspricht nach z.B. einer Gefiiertrocknung von 0.5 ml 
Ausgangs-LiJsung einer Menge von 0.05 bis 2.5 mg, bevorzugt 1 mg Polysorbat. 

Bei einer noch weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform beider Zusammensetzungen der 
30 vorliegenden Erfindung ist die das Disaccharid Saccharose, Trehalose oder Lactose. Saccharose 
ist besonders bevorzugt. Liegt die erfindungsgemafie pharmazeutische Zusammensetzung als 
LSsung vor, enthalt sie vorzugsweise 2 bis 10 Gew.-%, bevorzugterweise 5 Gew.-% des 
Disaccharids, speziell der Saccharose. 
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Weiterhin bevorzugt ist, wie schon beschrieben, die Verwendung von Komponente d), einem 
Komplexbildner. Dieser libt einen zusStzlichen stabilisierenden Effekt aus. Die Konzentration 
der Ethylendiamintetraessigs&ure in der Ausgangs-Lttsung der pharmazeutischen 
Zusammensetzung betrSgt vorzugsweise 0.1 bis 1.0 mM, insbesondere 5 mM. 

5 

Beide Typen von Zusammensetzungen gemaB vorliegender Erfindung weisen bevorzugterweise 
einen pH-Wert von 5.0 bis 8.5, besonders bevorzugterweise einen pH-Wert von 6.0 bis 8.0, 
insbesondere von 6.0 bis 7.0 bzw. 6.5, auf. Der pH-Wert wird gegebenenfalls, sofern nfitig bzw. 
erwttnscht, mit NaOH eingestellt. 

10 

Die eingangs bereits erwfihnten Neurotoxine von Clostridium botulinum, insbesondere die 
Neurotoxine von Clostridium botulinum der Typen A und B, muB fllr pharmazeutische Zwecke 
in sehr geringen Dosierungen formuliert werden. Damit l&Bt sich die Qualit&t der 
erfindungsgemafien Zusammensetzung zur Stabilisierung besonders gut an diesem extrem 
15 schwierig zu handhabenden Wirkstoff nachweisen. Andere Protein- WirkstofFe werden in 
deutlich hfiheren Mengen formuliert; das HSA kann deshalb um so einfacher durch die 
erfindungsgemSCe Zusammensetzung zur Stabilisierung ersetzt werden. 

Clostridium botulinum Toxin Typ A (Handelsname Botox®, Fa. Allergan; Dysport®, Fa. Ipsen) 
20 wird seit vielen Jahren zur Therapie verschiedener Formen von Dystonien (z.B. 
Blepharospasms, Torticollis), von Spastizitaten, zur Behandlung von Hyperhidrose, aber auch 
im kosmetischen Bereich zur Entfemung von Gesichtsfalten eingesetzt. Bei diesem Wirkstoff 
handelt es sich um einen Protein-Komplex, der von anaerob wachsenden Bakterien (Clostridium 
botulinum) synthetisiert wird. Das wirksame Agens in diesem Protein-Komplex ist ein Protein 
25 mit dem Molekulargewicht 150 kD, das Botulinum Neurotoxin (BoNT). Dieses Toxin bzw. 
Neurotoxin wirkt an der motorischen Endplatte und inhibiert die Obertragung des 
Nervenimpulses auf den Muskel und fiihrt damit zu einer Paralyse dieses Muskels. Dieser 
Wirkungsmechanismus eriaubt es, das Neurotoxin bei Erkrankungen einzusetzen, bei denen die 
Reiztlbertragung pathologisch verSndert ist, d. h. eine vermehrte Acetylcholin-Ausschttttung 
30 erfolgt. 

Die auf dem Markt derzeit vertriebenen Botulinum-Toxine bzw. -Neurotoxine basieren alle auf 
dem Toxin-Komplex aus Clostridium botulinum, d. h. das Neurotoxin, das eigentlich wirksame 
Molektil, ist eingebettet in ein Ensemble aus Proteinen mit unterschiedlichen 
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Molekulargewichten: dies sind verschiedene Hftmagglutinine (15 kD, 19 kD, 35 kD, 52 kD) 
sowie ein nicht-toxisches nicht-hMmagglutinierendcs Protein (NTNH, 120 kD). Ohne diese sog. 
Schutzproteine ist das isolierte Neurotoxin sehr instabil und wird leicht durch Proteasen 
abgebaut. Die Schutzproteine bzw. komplexierenden Proteine sind also fUr die eigentliche 
5 Wirkung an der Nervenzelle tiberflttssig, spielen bei der Stabilisierung des empfindlichen 
Neurotoxins aber eine Rolle. Andererseits gibt es Hinweise, dass diese komplexierenden 
Proteine eine immunstimulierende Wirkung austlben, die daftlr verantwortlich sein kOnnte, dass 
5-10 % der Patienten AntikOrper entwickeln, die unweigerlich zum Ende der Therapie mit 
diesem Neurotoxin-Typ fiihren ("Secondary Nonresponder"). Ferner ist zu bedenken, dass 
10 Patienten mit Fremdprotein (den komplexierenden Proteinen) belastet werden, was 
pharmakologisch nicht zwingend erforderlich ist. Es ist daher sinnvoll, das reine, 
Komplexprotein-freie Neurotoxin als Wirkstoff einzusetzen, das aber wegen seiner geringen 
Dosis und Labilitat einer besonders effizienten Formulierung bedarf. 

15 Die Voraussetzung fUr die Verwendung des Komplexprotein-freien Neurotoxins (das 
Komplexprotein-freie Neurotoxin wird gelegentlich auch als hochreines Neurotoxin bezeichnet) 
als Wirkstoff in einem Arzneimittel bestand also darin, eine pharmazeutische Zusammensetzung 
zu entwickeln, die die Stabilitat der biologischen Wirkung des hochreinen Neurotoxins ttber 
einen langeren Zeitraum gewShrleistet. Diese Voraussetzimg hat der Erfinder mit der 

20 Bereitstellung der erfindungsgemSBen Zusammensetzung zur Stabilisierung erftillt. 

Die beiden derzeit auf dem Markt befindlichen Arzneimittel auf Grundlage des Neurotoxins vom 
Typ A enthalten als essentiellen Stabilisator HSA (Botox® enthait bei 100 Einheiten Wirkstoff 
0.5 mg HSA und zusatzlich 0.9 mg Natriumchlorid, wahrend Dysport® bei 500 Einheiten 

25 Wirkstoff 0.125 mg HSA und aufierdem 2.5 mg Lactose enthait). Das auf dem Toxin-Komplex 
Typ B basierende Neurobloc® besteht mit 2000 Einheiten aus einer Losung mit 500 |Jig/ml HSA, 
0.01 M Natriumsuccinat und 0.1 M Natriumchlorid. Wie oben beschrieben dient das HSA 
insbesondere dazu, die Adsorption des Toxins an GefaBwandungen (Glas-Fiaschchen, Spritzen, 
Kantllen) zu verhindern xmd vor Denaturierung zu schtltzen. Ohne das Serumalbumin (oder ohne 

30 Substanzen, die dessen Effekt substituieren) geht das Toxin unweigerlich verloren. Das ist vor 

4 

allem der Tatsache geschuldet, dass die Menge an Neurotoxin in diesen Arzneimitteln auBerst 
geiing ist (Botox® enthait 5 ng, Dysport® 20 ng Toxin-Komplex pro Packungseinheit 
(Flaschchen)). Sofern kein anderes Protein anwesend ist, werden vom Toxin die genilgend 
vorhandenen unspezifischen Proteinbindungsplatze eingenommen. Bei Anwesenheit von einem 
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hohen Oberschuss (> 50 000-fach) wie in den genannten Arzneimittcln werdcn vom HSA die 
Bindungspiatze belegt, so dass der Neurotoxin-Komplex in LOsung bleibt. Die 
Wahrscheinlichkeit, dass das hochreine Komplex-freie Neurotoxin an der festen Oberfl&che des 
Behaitnisses adsorbiert wird, ist erheblich grfifler, denn die Proteinmenge an reinem Neurotoxin 
5 £Ur eine Dosis von 100 Einheiten betrftgt lediglich 500 pg. 

Patenanmeldung WO 01/58472 beschreibt eine Formulierung fUr den Komplex aus Clostridium 
botulinum vom Typ A, die im wesentlichen aus HydroxyethylstSrke besteht. Es werden Beispiele 
aufgefllhrt, in denen die Formulierung ein Jahr stabil ist. Mit dem hochreinen, also 

1 0 Komplexprotein-freien Neurotoxin werden keine Untersuchungen beschrieben. Es wird jedoch 
konstatiert, daB das Toxin nach Entfernen der HSmagglutinine eine signifikante Instabilitat 
aufweist. Des weiteren wird zum hochreinen Botulinum-Toxin bemerkt, dass es so instabil sei, 
dass es filr die Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung nur eine sehr 
eingeschrSnkte Brauchbarkeit aufweist, ("The toxin protein has a marked instablity upon 

1 5 removal of the hemaggiutin protein" und "Pure botulinum toxin is so labile that it has limited 

* 

practical utility to prepare a pharmaceutical composition/ 1 ) Es wird jedoch nicht erwfihnt, dass 
die beschriebene Formulierung auf der Basis von HydroxyethylstSrke auch zur Stabilisierung des 
hochreinen Neurotoxins effizient ist. 

20 Eine HSA-haltige Formulierung von hochreinem Neurotoxin wird beschrieben in den US 
Patenten 5,512,547 und 5,756,468. Im ersten Patent wird eine Formulierung beschrieben, die 
HSA sowie Trehalose und Maltotriose oder verwandte Saccharide enth&lt. Das zweite Patent gibt 
eine Formulierung an, die in Erganzung zu diesen Sacchariden noch Methionin oder Cystein 
enthait. Die Notwendigkeit, in einer Fonnulierung filr das hochreine Neurotoxin HSA zu 

25 verwenden, ist gleichfalls in einer Publikation dargestellt (Goodenough at al (1992) Appl 
Environm Microbiol 58 3426-3428). 

Die erfindungsgemSBe phannazeutische Zusammensetzung kann beispielsweise wie folgt 
hergestellt werden: Eine L6sung des Wirkstoffes (z.B. eines Neurotoxins aus Clostridium 
30 botulinum) wird mit der Zusammensetzung zur Stabilisierung (in Form einer wSssrigen Losung) 
verdiinnt auf eine Konzentration von 1.0-1.2 ng/ml (= 200 Einheiten/ml) und anschliefiend 
sterilfiltriert. Jeweils 0.5 ml dieser Verdiinnung werden in Flaschchen abgefullt, lyophilisiert 
oder Vakuum-getrocknet und bis zum therapeutischen Einsatz gelagert. Ein Flaschchen enthait 
somit ein Lyophilisat oder Vakuum-getrocknetes Pulver mit etwa 100 Einheiten des 
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Neurotoxins. Das Lyophilisat oder Pulver wird fllr die Applikation am Patienten je nach 
Indikation mit 2-8 ml WFI rekonstituiert. Die beschriebene Zusammensetzung zur Stabilisierung 
gemaB vorliegender Erfindung gewflhrleistet eine vollstandige Wiederfindung des Protein- 
Wirkstoffes (des Neurotoxins) nach Verdttnnen, Steriifiltrieren, AbfUUen und Lyophilisieren. 
5 Das Lyophilisat ist bei 37°C mehr als 6 Monate stabil. 

Beispiel 1 

Es sollte geprtift werden, ob die Verwendung der erfindungsgemaBen Zusammensetzung zur 
Stabilisierung im Vergleich zu einem Phosphatpuffer bzw. zu einer Zusammensetzung aus einem 
1 0 Phosphatpuffer und Polysorbat eine hOhere Wiederfindung ermOglicht. 

Alle verwendeten Hilfsstoffe (Excipients) wurden von Herstellern in pharmazeutischer Qualitat 
bezogen. Clostridium botulinum Neurotoxin Typ A ist erhaitlich bei List Biological 
Laboratories, Inc. Campell, California, USA bzw. wurde produziert gemaB DasGupta, B.R. 
1 5 (1984) Toxicon 3, 415-424. 

Eine L6sung von Clostridium botulinum Neurotoxin Typ A (168 ng/ml) wurde mit einer 
Zusammensetzung zur Stabilisierung gemSB vorliegender Erfindung auf eine Konzentration von 
0.5 ng/ml verdiinnt. Die Zusammensetzung zur Stabilisierung war 50 mM in Bezug auf 
20 Asparaginsaure, Asparagin, Glutaminsaure und Glutamin, enthielt 0.05 Gew.-% Polysorbat 20 
und wies einen pH von 7.5 auf. 

Eine weitere Verdtinnung auf 1 .2 ng/ml (-200 LDso/ml) erfolgte mit verschiedenen L6sungen 
(siehe Tabelle 1). Nach einer Filtration tiber ein 0.22^ Filter wurden von diesen weiter 
25 verdtlnnten L6sungen jeweils 0.5 ml in ein Glas-Fl&schchen (6R, Fa. Milnnerstadt) abgefilllt und 
bei 37°C gelagert. Die FlSschchen wurden mit einen Gummistopfen verschlossen. Nach 15 h 
Stunden Lagerung wurde die Konzentration des Neurotoxins in den einzelnen Losungen mittels 
eines herkommlichen spezifischen Enzymimmunoassays (EIA) bestimmt. 
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Tabellel 



7ji snmmpn Qpf"7iin<7 


¥Cnn7f»itif nflnn h7w f^Ahalt 


w lCUCiIJUUUilg \/o) 


1* LOsung 






Na Phosohat 


50 mM 

«/v 1LX1TJL 


o 


2 Y.ficiino 






lid JT liUdpildl 


Jv IIULVl 


0*.«s 


'Prfcli/csxrVtot OH 

x oiysoruai zu 


A AC (~±m%r OA 

u.uo vjew.-Yo 




J* JLosung 






/\Sp aTa g UlS aUTc 

• 


Cfk rviTV/f 

ju miVL 




Asparagin 


50 mM 


Ill 


Glutaminsaure 


50 mM 


• 


Glutamin 


50 mM 




Polysorbat 20 


0.05 Gew.-% 




EDTA 


0.5 mM 





Die gewShlte Fonnulierung ergab eine vollstandige Wiederfindung nach einer Inkubation bei 
37°C. 

5 

Beispiel 2 

Es sollte geprilft werden, ob eine erfindungsgemaBe pharmazeutische Zusammensetzung mit 200 
Einheiten Neurotoxin Typ A/ml (1,2 ng/ml) tlber einen longeren Zeitraum stabil ist. 

■ 

Aus einer Stammldsung mit 0.5jag/ml Clostridium botiilinum Neurotoxin Typ A wurde unter 
Verwendung der in Tabelle 2 angegebenen Zusammensetzungen, entsprechend Beispiel 1, eine 
Verdtinnung mit einer Konzentration von 1.2 ng/ml hergestellt. Nach Sterilfiltration wurden je 
0,5 ml dieser Zusammensetzungen in FlSschchen gefiillt, die mit einem Gummistopfen 
verschlossen wurden. Nach 15 h Lagerung bei 4°C xind 37°C wurde die Menge an Neurotoxin 
Typ A im ELISA bestimmt. 

Nach 8 Monaten Lagerung bei 4°C wurde die biologische Aktivitat in den FlSschchen mittels 
eines ex vzvoAssays bestimmt. Dabei wurde die Aktivitat der Zusammensetzungen mittels des 
Maus-Zwerchfell-Assays (Wohlfahrt K. et al. (1997) Naunyn-Schmiedebergs Arch. Pharmcol. 
20 355, 225-340) bestimmt. 
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Tabelle 2 





jlvuuzch iruiiuu 

brw. Gehalt 


15 h 

4°C 37°C 


WlpHprflnHnno 
W ICUCrllllUUIlg \/0) 

nach 8 Monaten 
(4°C) 


Asp ar agin saure 


50 mM 








Asnaratrin 


50 mM 








Cr\ 1 1 1 a m i n q £ 1 irf» 

VJiUiCUUHlOdlU c 


50 mM 

•/V HJLLVJ. 


100 


21 


100 


oiuiainin 


d\j iruvi 








Polysorbat 80 


0.05 Gew.-% 








Asparaginsaure 


50 mM 








Asparagin 


50 mM 


12 


0 




Glutaminsaure 


50 mM 








Glutamin 


50 mM 









Eine LiJsung bestehend aus den Aminosauren Asn, Asp, Gbi und Glu (j e 50 mM) und 
Polysorbat 80 war bei 4°C fUr mindestens 8 Monate stabil. 

5 

Beispiel 3 

Es sollte tiberpriift werden, welchen stabilisierenden Effekt unterschiedliche Gemische der 
Aminosauren ausilben. Die phannazeutischen Zusammensetzungen wurden wiederum auf eine 
Konzentration von 1.2 ng Clostridium botulinum Neurotoxin Typ A/ml (200 Einheiten/ml) 
10 eingestellt (Verdtinnungen erfolgten nach Beispiel 1 bzw. mit den in Tab. 3 angegebenen 
L6sungen) und nach Sterilfiltration ttber einen 0.22|i Filter bei 4°C gelagert. Die Ergebnisse 
einer Neurotoxin-Bestimmung im Eiizymimmiinoassay sind in Tabelle 3 dargestellt. 



Tabelle 3 



Zusammensetzung 


Konzentration 
bzw. Gehalt 


pH-Wert 


Wiederfindung 
(%) 


Asparaginsaure 
Asparagin 
EDTA 

Polysorbat 20 
Saccharose 


50 mM 
50 mM 
0.5 mM 
0.05 Gew.-% 
1 Gew.-% 


7.5 


65 


Glutaminsaure 
Glutamin 


50 mM 
50 mM 
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EDTA 

Polysorbat 20 
Saccharose 


0.5 mM 
0.05 Gew.-% 
1 Gew.-% 


7.5 


4 

12 


Glutamins&ure 

EDTA 

Polysorbat 20 
Saccharose 


50 mM 
0.5 mM 
0.05 Gew.-% 
1 Gew.-% 


7.5 

• 


10 


Asparaginsaure 

Asparagin 

Glutaminsaure 

Glutamin 

EDTA 

Polysorbat 20 
Saccharose 


50 mM 
50 mM 
50 mM 
50 mM 
0.5 mM 
0.05 Gew.-% 
1 Gew.-% 


7.5 


106 



Ein Gemisch aus alien vier AminosSuren ergab eine vollstandige Wiederfindung des 
Wirkstoffes. 

5 Beispiel 4 

Es sollte ttberprttft werden, bei welchem pH-Wert die entwickelte Formulierung die hOchste 
Wiederfindung liefert. Die Formulierung wurde bei pH-Werten von 6.0 bis 8.0 bei einer 
Konzentration von 1.2 mg/ml Clostridium botulinum Neurotoxin Typ A zubereitet und nach 
Filtration iiber einen 0.22 fi Filter bei 37°C gelagert. Die Ergebnisse der Neurotoxin- 
1 0 Bestimmung im Eiizymiiiimunoassay zeigt Tabelle 4. 



Tabelle 4 



Zusammensetzung 


Konzentration I 
bzw. Gehalt 


pH- 
Wert 


Wiederfindung 
nach 

2 Tagen 9 Tagen 21 Tagen 


Asparaginsaure 


50 mM 










Asparagin 


50 mM 










Glutaminsaure 


50 mM 










Glutamin 


50 mM 


6.0 


100 


95 


78 


EDTA 


0.5 mM 










Polysorbat 20 


0.05 Gew.-% 
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oaccnarose 


1 Cjew.-% 






* I 




Asparaginsaure 


50 mM 










Asparagin 


50 mM 










Glutamins&ure 


50 mM 










Glutamin 


50 mM 


6 5 


100 

X VV 


92 


OJ 


rr\T A 
EUl A 












roiysoroat zu 


a ac /^Aiir o/ 










Saccharose 


1 Gew.-% 










Asparaginsaure 


50 mM 










Asparagin 


50 mM 










Glutaminsaure 


50 mM 










f*rlllt"51TYi1Ti 

VJiUlCUlULL* 1 


50 mM 

+J\J XXLLVX 


7 0 






75 


T7TYT A 


u.j mM 










roiysorbat zl) 


A AC o/ 










Saccharose 


1 Gew.-% 










Asparaginsaure 


50 mM 










Asparagin 


50 mM 










Glut amms Sure 


50 mM 










VJlLLlaUliil 


*J\J tiJLLVX 


7 5 


inn 




<c 


T3TYT 1 A 


0.5 mM 










JrolysorDat 2U 


0.05 Oew.-% 










Saccharose 


1 Gew.-% 










A * t* 

Asparaginsaure 


50 mM 










A • 

Asparagin 


50 mM 










Glutaminsaure 


50 mM 










Glutamin 

VliUUUil 111 


50 mM 


8 0 


85 


17 


6 


EDTA 


0.5 mM 










Polysorbat 20 


0.05 Gew.-% 










Saccharose 


1 Gew.-% 











Bei pH-Werten von 6.0 und 6.5 ergaben sich die besten Wiederfindungen. 
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Beispiel 5 

Es sollte untersucht werden, bei welcher Konzentration der 4 AminosSuren Asparagins&ure, 
Asparagin, Glutaminsaure und Glutamin die hfichste Wiederfindung erzielt wird. Es wurde aus 
einer Verdttnnung auf 0.5 )Ag/ml Clostridium botulinum Neurotoxin Typ A eine weitere 
5 Verdttnnung auf 1.2 ^ig/ml hergestellt und nach Filtration tlber einen 0.22 \i Filter in GR 
Flaschchen in einer Dosierung von 0.5 ml pro FlSschchen abgefilllt. Nach Verschliefiung mit 
einem Gummistopfen wurde bei 4°C 15 h gelagert und anschlieBend die Menge an 
Neurotoxin/Fl&schchen bestimmt. 



10 Tabelle5a 



Zusamraensetzung 


Konzentration bzw. 
Gehalt 


pH-Wert 


Wiederfindung 
fln %) 


Asparaginsaure 


zuu mjvi 






Asparagin 


200 mM 






Glutaminsaure 


200 mM 






Glutamm 


200 mM 


m*m mm 

7.5 


19 


Polysorbat 20 


0.01 Gew.-% 






EDTA 


0.5 mM 






Saccharose 


5 Gew.-% 








1 on Tn\/f 






Asparagin 


100 mM 






Glutaminsaure 


100 mM 






Glutamin 


100 mM 


7.5 


56 


Polysorbat 20 


0.01 Gew.-% 






EDTA 


0.5 mM 






Saccharose 


5 Gew.-% 






AsparaginsSure 


50 mM 






Asparagin 


50 mM 






Glutaminsaure 


50 mM 






Glutamin 


50 mM 


7.5 


93 


Polysorbat 20 


0.01 Gew.-% 






EDTA 


0.5 mM 






Saccharose 


5 Gew.-% 
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Tabelle 5 b 






Zusammensetzung 1 


Konzentration bzw. 
Gehalt 


pH-Wert 1 


Wiederfindung 1 


A enara OTncSiirp 1 
^\opcuci£iiio<iuiw | 


50raM 






Acnofgcrln 1 
/\opcUa£Ui | 


50 mM J 






1 vjiuvaliiiiiociuiw l 


Ju XT 1.1 VI 1 




[ 


1 Glutamin ! 


50 mM I 


a c 1 

o.5 


79 


EDTA 


0.5 mM 






Polvsorbat 20 1 


0.2 Gew.-% 






Saccharose 1 


5 Gew.-% 







/vsparaginsaurc i 


50 mM 






1 A cn q i*o cri n t 


50 mM 






1 fYlnframincSiii*^ 1 
I vjiUiallluxoctUiw I 


jU jUILVI 






1 Olutamin 


50 mM 


6.5 


86 


EDTA 


0,5 mM 




1 


1 Polvsorbat 20 


0.2 Gew.-% 




1 


1 Saccharose 


i 5 Gew.-% 







1 jrVopcuagXIloaul C 


20 mM 






3 A OTICJTQ OTITI 

1 I\oy<Xicl^ > LLL 


20 mM 






1 VJlUlcUjUlliociUXC 


| 2U mM 






1 Ohitarnin 


20 mM 


1 6,5 


0 


EDTA 


0.5 mM 






Polvsorbat 20 

1 X ViJ JUAwUV <W V/ 


0.2 Gew.-% 






Saccharose 


5 Gew.-% 







1 A onoro crinoiSiiTP* 
I jrVopcir aglJUoclUX C 


10 mM 




1 


1 A CT%QT*Q GTITl 

1 jrvopcUa^iil 


10 mM 


i * 




1 {Tint Qtninc 25 111*1* 
[ VJxUlcuxxilloclUI c 


10 mM 

IV 1X11 vx 




* 


( OhitftTTiin 

1 VJ) LvlVClllllXL 


10 mM 


6.5 


0 


EDTA 


0.5 mM 






Polysorbat 20 


0.2 Gew.-% 






Saccharose 


5 Gew.-% 







Ftir die fltissige FonnuUerung ergab sich eine Konzentration der Aminosclxxren von 50 mM als 
effizient ftir die Wiederfindung des Wirkstoffes. 

5 
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Beispiel 6 

Es wurde untersucht, welche Zusammensetzung an Aminosauren die hdchste Wiederfindung 
nach einer Gefiriertrocknung ergibt, wobei in diesem Ansatz kein EDTA verwendet wurde. Die 
abgefilllte LOsung (0.5 ml) wurde gefriergetrocknet und tiber Nacht bei 4°C gelagert. Die 
5 Lyophilisate wurden in 0.5 ml Wasser fttr Injektionszwecke rekonstituiert. Die Neurotoxin- 
Konzentration wurde mittels Enzymimmunoassay bestimmt. 



Tabelle 6 



Zusammenfassung 


Konzentration bzw. 
Gehalt 


pH-Wert 


Wiederfindung (%) 
im Lyophilisat 


Asparaginsaure 

Saccharose 
Polysorbat 80 


100 mM 
100 mM 

A \J\J 11JJLVX 

5 Gew.-% 
0.2 Gew.-% 


6 5 


o 


Asparaginsaure 
Aspaxagin 

C o p r* o c 

Polysorbat 80 


50 mM 
50 mM 

J VJCW /o 

0.2 Gew.-% 


6.5 


20 

i 


Asparaginsaure 
Glutaminsaure 

Saccharose 
Polvsorbat 80 


100 mM 
100 mM 

J. 1/1/ XQiVl 

5 Gew.-% 
0.2 Gew.-% 


O.J 




Asparaginsaure 
Glutaminsaure 
Asparagin 
Saccharose 
Polysorbat 80 


50 mM 
50 mM 
50 mM 
5 Gew.-% 
0.2 Gew.-% 


6.5 


56 


Asparaginsaure 
Glutaminsaure 
Saccharose 
Polysorbat 80 


100 mM 
100 mM 
5 Gew.-% 
0.2 Gew.-% 


6.5 


20 


Asparaginsaure 
Asparagin 


50 mM 
50 mM 
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frli 1 1 am i n qH i 1 tv* 
\j i u icu luiioa ui v 


50 mM 


6 5 


87 


Glutamin 


50 mM 






Saccharose 


5 Gew.-% 






Polysorbat 80 


0.2 Gew.-% 




* 



Die htfchste Wiederfindung des Wirkstoffes in Lyophilisaten ergab sich, wenn alle 4 
Aminosauren in der Zusammensetzung vorlagen, und dies in einer Konzentration von 50 mM. 

5 Beispiel 7 

Aus einer Vorverdtinnung des Clostridium botulinum Neurotoxins Typ A in einer Lfisung, die je 
50 mM an Asparaginsaure, Asparagin, Glutaminsaure und Glutamin, und 0.5 mM an EDTA war, 
und die auBerdem 0.2 Gew.-% Polysorbat 80 und 5 Gew.-% Saccharose sowie einen pH von 6.5 
aufwies, wurde eine Endverdtlnnung von 1 .26 ng Neurotoxin Typ A/ml (200 U/ml) in einer 

10 Lttsung mit gleicher Zusammensetzung hergestellt und tiber 0.22 \i Membranfilter filtriert. 
Davon wurden je 0.5 ml in 6R Glasflaschchen pipettiert und anschlieBend lyophilisiert. Das 
Lyophilisat wurde in WFI gelfist. Der Gehalt an Wirkstoff (Neurotoxin Typ A) wurde im 
Enzymimmunoassy bestimmt. Es wurden 96 Gew.-% des Wirkstoffes nachgewiesen. Zur 
tJberprttfung der biologischen Wirksamkeit des wiedergefundenen Wirkstoffes wurde das 

15 Lyophilisat gel6st xmd am Zwerchfell getestet. Das Lyophilisat eines Fiaschchens enthielt 110 
Einheiten (entsprechend 110 % Wiederfindung). 

Beispiel 8 

Analog Beispiel 7 wurden Lyophilisate hergestellt mid anschlieBend bei 37°C gelagert. Nach 3 
20 Monaten wurde der Gehalt an Wirkstoff im Immunoassay bestimmt. Es wurden 94 Gew.-% des 
eingesetzten Wirkstoffs nachgewiesen. Die IJberprttfung der Aktivitat/Flaschchen im 
biologischen Assay (Zwerchfell- Assay) ergab einen Gehalt von 102 Einheiten/Flaschchen. 

* 

Beispiel 9 

25 Aus einer Vorverdtinnung von Interferon beta in einer L8sung (die filr einen Ansatz ohne, und 
fur einen anderen Ansatz 0.5 mM an EDTA war), die je 50 mM an Asparaginsaure, Asparagin, 
Glutaminsaure und Glutamin war, und die auBerdem 0.2 Gew.-% Polysorbat 80 und 5 Gew.-% 
Saccharose sowie einen pH von 7.0 aufwies, wurden Endverdunnungen mit 20 jig/ml (4 Mio 
intemationale Einheiten/ml) in Losungen mit entsprechender Zusammensetzung hergestellt und 

30 tlber einen 0.22 ji Membranfilter filtriert. Von den Filtraten wurden je 1 ml in 6R-Glasflaschchen 
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pipettiert und anschliefiend lyophilisiert. Die Lyophilisate wurden in WFI gelttst. Der Gchalt an 
Wirkstoff (Interferon beta) wurde im Enzymimmunoassay bestimmt. Es wurden 18.8 (ohne 

* 

EDTA) bzw. 19.6 |ig (0.5 mM EDTA) des Wirkstoffes nachgewiesen. Zur ttberprttfung der 
biologischen Wirksamkeit des wiedergefundenen Wirkstoffes wurden die Lyophilisat gelfist und 
5 die Aktivitat im herkflmmlichen Bioassay bestinunt (Hemmung des cytopathischen Effekts an 
VERO-Zellen im Vergleich zum Referenzstandard). Es wurden 94 bzw. 95% der eingesetzten 
biologischen Aktivitat wiedergefunden. 



Beispiel 10 

10 Aus einer Vorverdttnnung von Blutgerinnungsfaktor VIII in einer LiJsung, die je 50 mM an 
Asparaginsaure, Asparagin, Glutaminsaure und Glutamin und 0.5 mM an EDTA war, und die 
auBerdem 0.2 Gew.-% Polysorbat und 5 Gew.-% Saccharose sowie einen pH von 7.3 aufwies, 
wurde eine Endverdtlnnung mit 250 internationale Einheiten/ml in einer LOsung mit gleicher 
Zusammensetzung hergestellt und tiber einen 0.22 \i Membranfilter filtriert. In einem Ansatz 

1 5 wurde Polysorbat 20, im anderen Polysorbat 80 verwendet. Von den erhaltenen Filtraten wurden 
je 1 ml in 6R-Glasflaschchen pipettiert und anschliefiend lyophilisiert. Die Lyophilisate wurden 
in WFI geldst. Der Gehalt an Wirkstoff (Blutgerinnnungsfaktor VIII) wurde im herkfimmlichen 
Gerinnungstest bestimmt. Es wurden 238 (P 20) bzw. 245 (P 80) internationale Einheiten pro 
Fiaschchen nachgewiesen. 

20 

Beispiel 1 1 

Aus einer Vorverdtinnung von Streptokinase in L6sung, die je 50 mM an Asparaginsaure, 
Asparagin, Glutaminsaure und Glutamin und 0.5 mM an EDTA war, und die auBerdem 0.2 
Gew.-% Polysorbat 80 und 2.5, 5 bzw. 7.5 Gew.-% Saccharose sowie einen pH von 7.0 

25 aufwiesen, wurden eine Endverdtlnnung auf 250,000 internationale Einheiten/ml in LOsungen 
mit entspreehender Zusammensetzung hergestellt und iiber einen 0.22 p, Membranfilter filtriert. 
Von den Filtraten wurden je 1 ml in 6R-Glasflaschchen pipettiert und anschliefiend lyophilisiert. 
Die Lyophilisate wurden in WFI geldst. Der Gehalt an Wirkstoff (Streptokinase) wurde im 
Standard-Fibrinolyse-Test bestimmt. Es wurden 236,500, 247,000 bzw. 242,500 internationale 

30 Einheiten pro Fiaschchen nachgewiesen. 
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1. Zusammensetzung zur Stabilisierung von Protein-Wirkstoffen in Arzneimitteln 1, umfassend 
die folgenden beiden Komponenten: 

a) eine oberflSchenaktive Substanz, vorzugsweise ein nicht-ionisches Detergens (Tensid), 
und 

b) ein Gemisch von mindestens zwei AminosSuren, wobei die mindestens zwei 
AminosSuren entweder Glu und Gin oder Asp und Asn sind. 

* 

2. Die Zusammensetzung nach Anspruch 1, weiterhin umfassend wenigstens einer der 
folgenden Komponenten: 

c) ein Dissaccharid, vorzugsweise Sucrose (Saccharose, Rohrzucker), Trehalose oder 
Lactose, 

d) EthylendiamintetraessigsSure (EDTA), vorzugsweise in Form eines ihrer Salze wie des 
N34-EDTA. 

3. Die Zusammensetzung nach Anspruch 1 oder 2, umfassend die Komponenten a), b) und c), 
die Komponenten a), b) und d) oder die Komponenten a), b) c) und d). 

4. Die Zusammensetzung nach einem der vorhergehenden AnsprQche, wobei die 
Zusammensetzung entweder in wUssrigen Medien lOslich ist oder als wSssrige LSsung 
vorliegt. 

5. Pharmazeutische Zusammensetzung, umfassend einen Protein-Wirkstoff und die 
Zusammensetzung zur Stabilisierung nach einem der vorhergehenden Ansprttche. 

6. Die pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 5, wobei die pharmazeutische 
Zusammensetzung als gefrier- oder Vakuum-getrocknetes Pulver vorliegt, das in wSssrigen 
Medien I6slich ist. 

7. Die pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 5 oder 6, wobei der Protein- 
Wirkstoff ein Gerinnungsfaktor wie der Faktor VIE (das antihSmophile Globulin), ein 
Cytokin wie ein Interferon, insbesondere wie Interferon alpha, beta oder gamma, ein Enzym 
wie eine Urokinase oder Streptokinase, ein Plasminogenaktivator oder ein hochreines 
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Neurotoxin bzw. ein Neurotoxin-Komplex aus Clostridium botulinum, insbesondere aus 
Clostridium botulinum der Typcn A oder B ist. 

8. Die Zusammensetzung zur Stabilisierung nach einem der AnsprUche 1 bis 4 oder die 
5 pharmazeutische Zusammensetzung nach einem der AnsprUche 5 bis 7, wobei die 

i 

mindestens zwei Aminos&uren (i) Asparaginsaure, Asparagin, Glutaminsaure; 
Asparaginsaure, Asparagin, Glutamin; Asparaginsaure, Glutaminsaure, Glutamin; 
Asparagin, Glutaminsaure, Glutamin; oder Asparaginsaure, Asparagin, Glutaminsaure und 
Glutamin sind. 

10 

9. Die Zusammensetzung nach Anspruch 8, wobei die Konzentrationen der einzelnen 
Aminosauren jeweils 20 bis 200 mM, besser 20 bis 100 mM, insbesondere 50 mM, sind. 

10. Die Zusammensetzung nach Anspruch 8 oder 9, wobei die oberfiachenaktive Substanz ein 
1 5 nicht-ionisches Detergens ist. 

11. Die Zusammensetzung nach einem der AnsprUche 8 bis 10, wobei das nicht-ionische 
Detergens ein Polysorbat wie Polysorbat 20 oder Polysofbat 80 oder ein Poloxamer wie 
Poloxamer 184 oder 188 ist 

20 

12. Die Zusammensetzung nach einem der AnsprUche 8 bis 11, wobei das Disaccharid 
Saccharose, Trehalose oder Lactose ist. 

13. Die Zusammensetzung nach einem der AnsprUche 8 bis 12, wobei der pH-Wert der 
25 Zusammensetzung in LOsung bei 5.0 bis 8.5, insbesondere bei 6.0 bis 8.0, speziell bei 6.0 bis 

7.0 bzw. 6.5 liegt. 
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